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ResumenSe presentan los resultados obtenidos en 17.747 sueros analizados para el diagnóstico serológico de paratuberculosis bovina, provenientes de 85 rodeos de cría y 5 de leche, ubicados en 14 partidos de la provincia de Buenos Aires. La prueba de ELISA permite diagnosticar esta enfermedad en estadio subclínico, y  la  incorporación de urea mejora la eficiencia para detectar los anticuerpos específicos contra el Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). Se estimó la seroprevalencia  sobre la base de los resultados obtenidos de animales caracterizados como positivos y sospechosos en la prueba de ELISA urea. Se observó una seroprevalencia individual del 5,5 % en los rodeos de cría y del 13,6 % en los rodeos lecheros, siendo la seroprevalencia predial del 78,8 %. De 425 muestras de heces cultivadas se aisló MAP en el 67,6 % de los animales positivos, del 52,7 % de los sospechosos y del 7 % de los negativos por la prueba de ELISA urea. Mediante estadística bayesiana,  el  valor predictivo positivo de esta prueba  fue de 0,61 y el valor  predictivo  negativo  de  0,93.  Nuestros  resultados  aportan  información  actualizada  sobre  la  estimación  de  la seroprevalencia regional de paratuberculosis bovina, la cual es elevada, y confirma la utilidad de la prueba de ELISA urea, desarrollada localmente, en el diagnóstico y control de la enfermedad.
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La  paratuberculosis  (PTB)  es  una  enfer­medad  infecciosa  crónica  de  los  rumiantes, caracterizada  por  causar  una  ileocolitis  granulo­matosa difusa con compromiso de los linfonodos y vasos  linfáticos  asociados  al  íleon  y  colon.  La infección  con  el  Mycobacterium  avium  subsp. paratuberculosis (MAP) se produce en los bovinos jóvenes vía  fecal­oral, por contacto directo con  las heces  infectantes  durante  el  parto  o  al  ingerir calostro o  leche contaminados provenientes de un animal  enfermo  (Chiodini  et  al.,  1984;  Clarke, 1997; Sweeney, 1996). La enfermedad presenta un periodo de incubación prolongado que oscila entre 2  y  8  años,  iniciándose  con  estadios  subclínicos que  pueden  durar  varios  años,  hasta  la  presenta­ción  de  signos  clínicos  y  la  eliminación  de  mico­bacterias en la materia fecal (Whitlock & Buergelt, 1996).  A medida  que  la  enfermedad  progresa,  los niveles  de  los  títulos  de  anticuerpos  séricos  au­mentan, coincidiendo con la mayor eliminación de MAP  (Barkema  et  al.,  2018;  Maroudam  et  al., 2015). En los bovinos,  los signos clínicos son: dis­minución de  la producción  láctea, mala  condición corporal y diarrea, al principio intermitente y pos­teriormente  continua,  la  que  produce  hipoprotei­nemia  con  síndrome  de  malabsorción  proteica  y pérdida  de masa   muscular.  El  cuadro  clínico,  de varios meses  de  duración,  lleva  a  la  emaciación  y muerte. La PTB bovina genera  importantes pérdi­das económicas, tanto en los rodeos lecheros como en  los  de  carne  (Clarke,  1997;  Maroudam  et  al., 2015; OIE, 2018).En  Argentina,  Rosenbusch  describió  por primera  vez  en  los  bovinos  esta  afección  en  1932, siendo posteriormente comunicada en 1942 en los ovinos,  en  1995  en  las  cabras  y  en  el  2000 en  los ciervos.  Se  han  descrito  numerosos  casos  clínicos compatibles  con  esta  enfermedad,  representando una de las principales causas infecciosas de muerte en los bovinos adultos (Costa et al., 2004; Späth et al., 2012). Paolicchi et al. (2003) demostraron una seroprevalencia de 50 % de establecimientos afec­tados en la provincia de Buenos Aires utilizando la prueba  de  ELISA.  En  Uruguay  se  ha  establecido una prevalencia predial del 70,2 % ± 8,1 % (Suanes & Rubino, 2012) y, en Brasil, también se confirmó la  presencia  de  MAP  mediante  distintas  pruebas diagnósticas (Albuquerque et al., 2017).En nuestro país, las medidas de control se basan  en  el  diagnóstico  y  la  eliminación  de  los enfermos,  en  conjunto  con  medidas  de  biosegu­ridad tendientes a evitar el contacto de los bovinos eliminadores  de  MAP  con  los  terneros  en  sus primeras semanas de vida (Alvarado Pinedo, 2015; Gilardoni et al., 2012; Paolicchi et al., 2003).Las  pruebas  diagnósticas  que  se  emplean en  la  actualidad  están  dirigidas  a  la  detección  de MAP de forma directa o a determinar la respuesta inmune del hospedador. La detección del patógeno se puede efectuar a partir del cultivo bacteriológico de  muestras  de  materia  fecal,  leche,  intestino, 
linfonodos o bien de órganos con lesiones macros­cópicas. Las pruebas diagnósticas se comparan con el  cultivo  bacteriológico  que  es  considerado  la prueba  de  oro  o  gold  standard.  El  desarrollo  de colonias puede observarse en un tiempo no menor a  6  semanas  y  hasta  6  meses  (Whitlock  et  al., 2000).  Para  evidenciar  la  presencia  de  ADN  de MAP  existen  diversas  técnicas  moleculares,  tales como la PCR convencional, la PCR en tiempo real, la multiplex PCR y  las sondas de hibridación (Ali­novi  et  al.,  2009;  Timms  et  al.,  2015).  Estas pruebas se pueden realizar a partir de las muestras clínicas  o  de  los  aislamientos,  siendo  la  mayor limitante  para  su  uso masivo  los  elevados  costos. Otra  alternativa  para  el  diagnóstico  es  el  hallazgo de  lesiones  microscópicas  características  de  PTB, con  presencia  de  micobacterias  libres  o  en  el interior de macrófagos evidenciables con la colora­ción  de  Ziehl  Neelsen  o  mediante    inmunohisto­química (OIE, 2018).La  respuesta  inmune  es,  en  un  primer momento, de tipo celular, siendo factible su deter­minación con el uso de la prueba intradérmica con derivado proteico purificado  (PPD) aviar,  la prue­ba  de  linfoproliferación  y  la  cuantificación  de gamma  interferón  (Alvarado  Pinedo,  2015;  Jun­gersen  et  al.,2012;  OIE,  2018).  Posteriormente  la respuesta  inmune  es  de  tipo  humoral,  obtenién­dose un diagnóstico serológico  indirecto mediante las  pruebas  de  inmunodifusión  en  gel  de  agar (AGID) y de ELISA. Sin embargo, de acuerdo con el  estadio  en  el  que  se  encuentre  el  animal infectado,  los  resultados  pueden  variar  con  cada técnica (Nielsen et al., 2001, 2008; OIE, 2018).La  prueba  de  ELISA  urea  se  ha  utilizado en  el  diagnóstico  serológico  de  diversas  enferme­dades para determinar la avidez de los anticuerpos con  respecto  al  antígeno;  dicha  avidez  aumenta con  el  tiempo  después  del  contacto  inicial  con  el patógeno  y  se  relaciona  con  la  cronicidad  de  la infección  (Iddawela  et  al.,  2015;  Lynch  et  al., 2014). La urea es un agente caotrópico que afecta los  enlaces  de  hidrógeno,  desestabilizando  las fuerzas  hidrófobas  que  actúan  en  la  unión  antí­geno­anticuerpo.  Las  uniones  débiles  se  rompen, quedando  unidas  las  que  tienen  mayor  afinidad funcional  o  avidez  (Fialová  et  al.,  2017).  Este efecto es  similar al  logrado cuando  los  sueros  son absorbidos  con  otras  micobacterias,  como Myco­bacterium phlei (Di Paolo et al., 2016; OIE, 2018). El  objetivo  de  este  trabajo  fue  estimar  la seroprevalencia  actualizada  de  PTB  bovina  en  la provincia de Buenos Aires, utilizando la prueba de ELISA urea con muestras de  suero bovino  remiti­das a nuestro laboratorio.
Materiales y métodos
Muestras y prueba de ELISA urea 
Se  analizaron  17.747  muestras  de  suero provenientes de 90 establecimientos (85 de rodeos 
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de  cría  y  5  de  rodeos  lecheros)  que  fueron  remi­tidas  al  Centro  de  Diagnóstico  e  Investigaciones Veterinarias (CEDIVE) para el diagnóstico de PTB bovina, entre los años 2016 y 2018. En la mayoría de  los  casos  las  muestras  pertenecían  a  bovinos adultos  de  rodeos  en  los  cuales  se  sospechaba    la presencia de esta enfermedad. Además, se incluye­ron  rodeos  en  los  que  se  realizaba  un  control sanitario con fines de saneamiento o para la venta de  animales  como  reproductores.  Se  procesaron muestras provenientes de 14 partidos de la provin­cia de Buenos Aires, en su mayoría de Chascomús, Magdalena, General Belgrano  y Lobos  (Fig.  1).  La cantidad de muestras  y de  establecimientos anali­zados por partido se presentan en la Tabla 1. 
Figura 1. Porcentaje de muestras totales analizadas de cada uno 
de  los  partidos  que  intervinieron  en  el  estudio,  para  la 
determinación de la seroprevalencia de paratuberculosis bovina 
mediante la técnica de ELISA urea.
En la prueba de ELISA urea, se utilizaron  placas de 96 pocillos (Microlon®, Greinerbio­one, Kremsmünster, Austria)  que  se  sensibilizaron  con 100 µl por pocillo de antígeno protoplasmático de MAP  con  una  concentración  de  20  µg/ml  en solución  de  carbonato  0,05  M  (pH  9,6).  Estas placas se colocaron durante la noche en heladera a 4 °C. Al día siguiente, después de lavar 3 veces con una  solución  tamponada  de  fosfatos  (PBS)  con 0,05  %  Tween  20,  (ELISA­PBS),  se  agregaron 100 µL de una dilución 1/180 de los sueros control y negativo y de los sueros problema por duplicado. Las placas se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente  (aproximadamente  20  °C).  Posterior­mente  cada  placa  fue  lavada  3  veces  con  ELISA­PBS y  se  incorporaron 100 µl de  solución de urea 8  M  por  pocillo,  incubándose  a  temperatura ambiente durante 4 minutos. A continuación, cada placa  fue  lavada  3  veces  con  ELISA­PBS  y  se agregaron  100  µl  por  pocillo  de  inmunoglobulina anti­IgG bovina conjugada con peroxidasa (Sigma­Aldrich®, Darmstadt, Alemania) con una dilución de  1:5000  en  ELISA­PBS.  Después  de  incubar durante  30  minutos  a  temperatura  ambiente,  las placas  se  lavaron  3  veces  con  ELISA­PBS  y posteriormente  se  agregaron,  en  cada  pocillo, 100  µl  de  solución  de  revelado.  Finalmente  se 
realizó  la  lectura  utilizándose  un  espectrofotó­metro  (Lab­systems  Multiskan®  Plus,  Helsinki, Finlandia)  y  un  filtro de 405 nm  (Di Paolo et  al., 2016).  Para  obtener  un  valor  asociado  al  porcen­taje  de  positividad  de  la  muestra  analizada  en relación  con  los  controles  (PPRC)  se  realizó  un cálculo a partir de  la densidad óptica (DO) prome­dio  obtenida  en  cada  muestra.  Dicho  cálculo  se muestra en la figura 2. 
Tabla  1.  Cantidad de  establecimientos  y  de muestras  de  suero 
analizadas  en  cada  partido  de  la  provincia  de  Buenos  Aires, 
para  la  determinación  de  la  seroprevalencia  de  paratubercu­
losis bovina mediante la técnica de ELISA urea.
Se  consideraron  como  positivos  aquellos valores de PPRC iguales o superiores al 70 %. Los valores  del  60  %  al  69  %  se  informaron  como sospechosos.  Este  protocolo  es  una  modificación del desarrollado previamente por Travería  (2003) y  el  mismo  es  utilizado  en  el  CEDIVE    para  el diagnóstico serológico de rutina de PTB bovina.
Figura 2. Fórmula utilizada en el cálculo del porcentaje de posi­




Para corroborar la eliminación de MAP en las  heces  mediante  el  cultivo  bacteriológico,  se solicitó el envío voluntario de muestras de materia fecal  de  los  animales  positivos  o  sospechosos  a  la prueba  de  ELISA  urea.  Además,  se  cultivaron  28 muestras  de  animales  que habían  resultado nega­tivos.  En  total  se  analizaron  425  muestras  de materia  fecal.  Para  el  cultivo  bacteriológico  se 
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efectuó,  durante  la  noche  a  37  °C,  la  descontami­nación  de  2  g  por  muestra  de  materia  fecal  en cloruro  de  hexadecilpiridinio  (Sigma­Aldrich®, Darmstadt, Alemania) al 0,75 % en agua destilada. Posteriormente  se  centrifugó  a  900  g  durante  30 minutos  y  al  pellet  se  le  adicionó  1  ml  de  una mezcla  de  antibióticos  conformada  por  ácido nalidíxico,  vancomicina  y  anfotericina  B.  Algunas muestras  se  sembraron  en  medio  de  cultivo  de Herrold  con  micobactina  (Stabel,  1997)  y  otras fueron  sembradas  en  un medio  de  cultivo  líquido con  el  agregado  de  micobactina,  elaborado  en  el CEDIVE como parte de un trabajo de tesis doctoral (Romero  et  al.,  2018;  Whittington  et  al.,  2013). Todas  las  muestras  sembradas  se  incubaron  a 37 °C entre 1 y 3 meses. El tiempo de desarrollo del cultivo, la morfología de las colonias en los medios sólidos  y  de  las  micobacterias  al  realizar  la coloración de Ziehl Neelsen,  fueron características microbiológicas que permitieron definir la presen­cia de MAP en la materia fecal.
Análisis estadístico
Mediante  estadística  bayesiana  se calcularon  los valores predictivos positivo (VPP) y negativo (VPN) de la prueba de ELISA urea (Risso &  Risso,  2017).  Para  elaborar  una  curva  ROC (Receiver  Operating  Characteristic)  y  calcular  el área bajo  la curva y el punto de corte  sugerido de PPRC,  se  utilizó  el  sistema  estadístico  R  Core Team  (2013)  con  el  paquete  pROC  (Robinet  al., 2011).  Para  determinar  la  asociación  entre  los resultados  positivos  y  sospechosos  por  la  prueba de ELISA urea y el aislamiento de MAP de materia fecal, se utilizó la prueba de chi cuadrado (X2) con la corrección de Yates con un nivel de significancia de p <0,05.
Resultados
Sobre un total de 17.747 muestras analiza­das  con  la  prueba  de  ELISA  urea  se  encontraron 653  animales  positivos  (3,6  %),  428  sospechosos (2,4  %)  y  16.666  negativos  (94  %).  Del  total  de establecimientos  que  participaron  de  este  estudio (90) se encontró serología positiva en 71  (78,8 %) correspondientes a 66 rodeos de cría y a 5  rodeos lecheros.  Se  observó  una  seroprevalencia  indivi­dual a PTB bovina del 5,5 % en los rodeos de cría y del 13,6 % en los rodeos lecheros. En 19 de los 90 establecimientos  estudiados  (21,2  %)  se  obtuvo resultado negativo,  representando un  total de 475 muestras  de  suero,  con  un  promedio  de  25 muestras por establecimiento y un rango entre 2 y 45 muestras.Si  bien  se  indicó  efectuar  el  cultivo  de materia  fecal  de  todos  los  animales  que  habían resultado  positivos  o  sospechosos  a  la  prueba  de ELISA  urea,  solamente  se  recibieron  en  el  labo­
ratorio  213  heces  de  bovinos  positivos  (32,6 %)  y 184  de  sospechosos  (42,9  %).  Dichas  muestras derivaron  de  30  establecimientos  ubicados  en  los partidos  de Magdalena,  Chascomús,  General  Paz, General  Belgrano,  La  Plata,  Tandil,  Tapalqué, Castelli y Dolores. Dos de 28 muestras negativas al ELISA urea, provenientes de un rodeo de cría con PTB endémica, resultaron positivas al cultivo. Los resultados  totales  de  los  cultivos  bacteriológicos realizados se presentan en la tabla 2.
Tabla  2.  Resultados  totales  de  los  aislamientos  de Mycobac­
terium  avium  subespecie  paratuberculosis  (MAP),  a  partir  de 
los cultivos de materia fecal de bovinos de algunos partidos de 
la provincia de Buenos Aires.







De  acuerdo  con  los  resultados  bacterio­lógicos obtenidos en las muestras de heces analiza­das,  la  prueba  de  ELISA  urea  para  detección  de PTB bovina presentó una sensibilidad del 49 % y   especificidad  del  90  %,  con  un  punto  de  corte sugerido de 84 PPRC para un área bajo la curva de 0,739 (Figura 3), con un VPP de 0,61 y un VPN de 0,93.
Discusión
En  nuestro  trabajo  se  estimó  una seroprevalencia  individual a PTB bovina del 5,5 % en  los  rodeos  de  cría  y  del  13,6  %  en  los  rodeos lecheros, coincidiendo con los hallazgos descriptos por otros autores  en  rodeos bovinos en  los que  la enfermedad  se  considera  endémica  (OIE,  2018). La  seroprevalencia  predial  fue  del  78,8  %  en  los establecimientos  analizados,  observando,  en  la mayoría  de  los  mismos,  animales  con  signología clínica  compatible  con PTB bovina.  Estos  resulta­dos  muestran  concordancia  con  un  resumen  de datos  serológicos  de  esta  enfermedad  obtenidos durante  25  años  en  el  INTA Balcarce mediante  la prueba de ELISA,  en  donde para  rodeos  de  carne se  informó una seroprevalencia predial del 79 % y una individual del 6,3 %. En los rodeos lecheros se informó  una  seroprevalencia  predial  del  81  %  y una individual del 15,7 %, considerándose al siste­ma  productivo  lechero  como un  factor  asociado  a la  enfermedad  (Moreno  et  al.,  2017).  En  los últimos  años,  en  el  servicio  de  diagnóstico  que ofrece el CEDIVE, se han incrementado las consul­tas relacionadas con esta enfermedad, que afecta a rodeos de cría y lecheros y cabañas. Además de las condiciones  de  manejo  propias  del  sistema lechero,  varios  factores  pueden  asociarse  a  este incremento.  Entre  estos  pueden  incluirse  los cambios  productivos  generados  por  la  expansión agrícola,  lo  que  significa  que  se  concentre  la  cría bovina en sistemas pastoriles de menor superficie. De esa manera,    se  incrementa  la probabilidad de diseminación  del MAP.En  la  PTB  bovina  los  títulos  de  anticuer­pos  séricos  son  más  altos  durante  la  etapa  de enfermedad  clínica,  cuando  los  animales  pre­sentan más  lesiones  y  liberan  grandes  cantidades de  MAP  en  sus  heces  y  leche  (Maroudam  et  al., 2015).  La  prueba  de  ELISA  se  caracteriza  por presentar una mayor  sensibilidad en comparación con  las  técnicas  de  fijación  del  complemento  y AGID,  en  cuanto  a  la  detección  de  animales  con enfermedad  subclínica  y  que  actúan  como  porta­dores  (OIE,  2018).  Esta  técnica  es  capaz  de detectar entre un 30 % y 40 % del ganado vacuno identificado  como  positivo mediante  el  cultivo  de heces en medio sólido (Whitlock et al., 2000). Esta sensibilidad  también  depende  de  la  edad  del  ani­mal,  hecho  documentado  en  numerosos  artículos que mencionan diferentes porcentajes de sensibili­dad,  aunque  hay  estudios  en  los  que  se  ha 




La  PTB  bovina  es  una  enfermedad  infec­ciosa  crónica  con un prolongado periodo de  incu­bación,  que  ocasiona  la  baja  productiva  y muerte de los animales enfermos, justificando la existencia de  variados  métodos  diagnósticos  que  intenten detectar  eficientemente  la  mayor  cantidad  de animales infectados. En nuestro país, la PTB bovina se presenta endémicamente  y  la  ausencia  de  una  vacuna aprobada por el SENASA para  su aplicación, hace necesaria  la  utilización  de  protocolos  de  control que  combinen  el  uso  de  técnicas  diagnósticas  en distintos estadios de la enfermedad. Aunque las pruebas de ELISA son rápidas y  altamente  sensibles  en  animales  infectados,  en nuestro  país  aún  son  de  elevado  costo,  restrin­giendo  su  uso  a  nivel  predial  si  no  se  utilizan  de manera programada y criteriosa.  El  uso  de  la  prueba  de  ELISA  urea desarrollada  localmente,  de  menor  costo  que  las actualmente en uso, genera una plataforma promi­soria  para  avanzar  en  el  diseño  de  las  pruebas diagnósticas,  tendientes  a  mejorar  las  caracterís­ticas  operativas,  adaptándolas  a  las  condiciones epidemiológicas  imperantes  en  la  región  y  a  las capacidades  de  los  laboratorios  de  diagnóstico veterinario.
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